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A - Le  contraste  (coloration  ) positif  : 
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B - Technique  de  coloration  négative 
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C - La  Technique  d'autoradiograi 
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Objectifs  spécifiques 


B - Le  microscope  électronique  à balayage 


. C & 


Objectif  1 : Donner  le  princip 
microscope  électronique  à 


Objectif  2 : Déterminer  les  domaines  de  son  utilisation. 
Objectif  3 : Citer  les  étapes  préparatoires  d’un  échantillon  en 
vue  de  son  analyse  tridimensionnelle  (la  technique  de 
cryodécapage  / ombrage  métallique  ). 


facadm16@gmail.com 


Participez  à "Q&R  rapide"  pour  mieux  préparer  vos  examens 


2017/2018 


Sur:  www.la-faculte.net 


Espace  E-learning  pour  apprentissage  gratuit  online 


Pour  utilisation  Non-lucrative 


Objectif  1 : Donner  le  principe  de  fonctionnement  du 
microscope  électronique  à balayage. 
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Objectif  1 : Donner  le  principe  de  fonctionnement 
du  microscope  électronique  à balayage. 
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Objectif  2:  Déterminer  les  domaines  d’utilisation  du  MEB 
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Objectif  2 : Déterminer  les  domaines  d’ utilisation  du  MEB  . 
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Objectif  2 : Déterminer  les  domaines  d’utilisation  du  MEB  . 


1 - Observation  de  répliques  de  surfaces  internes  après  cryodécapage 
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Objectif  3 : Citer  les  étapes  préparatoires  d’un  échantillon  en  vue 
de  son  analyse  tridimensionnelle  (la  technique  de  cryodécapage  / 

ombrage  métallique  ) 
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Objectif  3 : Citer  les  étapes  préparatoires  d’un  échantillon  en 
vue  de  son  analyse  tridimensionnelle  (la  technique  de 
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'Ve 


J*l 


echnique 
des 

Épliques 

p.30 


Ombrage 

'métallique 
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Objectifs  spécifiques 


Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des  composants 
cellulaires  (UCD,  UGD). 

Objectif  2 : Lister  les  structures  obtenues  dans  chaque  culot  après 
application  d'une  ultra-  centrifugation  différentielle  (UCD). 

Objectif  3 :Listç»  les  structureswecueillies  à partir  de  chaque 
culot  après  application  d'une  ultra  ^centrifugation  sur  gradient  de 
densité  (UGD).  ^ 

Objéctif  4 indiquer  les  techniques  de  contraste  et  d'analyse 
plicabl  es  su  ries  structures  isolées  (contraste  négatif, 
matographie  et  électrophorèse). 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD). 


La  Technique  d'isolement 


I 


© 

Homogénéisation 
du  tissu 


Homogénat 
cellulainèwA  ' 


<"Ultracen£rifugatior 
différentielle  UCD 


Fractions/  Surnageants 
Culots 


Ultracentrifugation 
sur  gradient  de 
densité  de 
saccharose  UGD 

I 

Bandes 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD). 

1 - Principe  de  fractionnement  / homogénéisation 


■5fc 


’ •?// 

r •)  • 
W/* 

y.  (.  • 


I 


• • 

S: 


ter» 

• • , ♦ *fO  • « 


Homogénat 

cellulaire 


(?)  break  cells  with 
htgh  (requencv 
Sound 


(3)  force  cetls  through 
a small  hôte  usmg 
high  pressure 


(?)  use  a rruld  deterqent 
to  make  holes  m the 
plasma  membrane 


(4)  shear  cells  between 
a dose-fittmg  rotatmg 
plungor  and  Ibe  thick 
walls  of  a glass  vessel 


VVben  carefully  applied. 
homogent/atlon  leaves  most 
of  the  membrane- bounded 
organelles  intact. 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des  composants 
cellulaires  (UCD,  UGD). 


Les  méthodes  de  fractionnement  consiste 
les  différents  composants  cellulaires 
la  membrane  plasmique,  puis 
cellule. 


SÈ 


arer 


estruction  de 
de  la 


es  constituants  de  la 


On  obtient  un  bdmogén 

cellule.  La  plupart  des  organites  restent  intactes,  l'appareil 
‘ ‘ et  le  réticulum  endoplasmique  vont  être  fragmentés 


e de  y 


appelées  microsomes. 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD). 


2-  L'ultracentrifugation  différentielle 


1 


yCQ 

La  centrifugation  différentielle  est  un  procédé  de  séparation  des 
composés  de  l'homogénat  en  fonction  de  leur  différence 
de  densité  en  les  soumettant  à une  force-centrifuge 
Pour  se  faire  on  centrifuge  l'homogénat  à différentes  vitesses  ; 
à chaque  vitesse,  différents  organites  se  déposent  dans  le  culot . 

> L'appareil  utilisé  est  une  machine  tournante  à grande  vitesse 
nommée  centri* 


.a  vitesse  de  sédimentation  est  définie  par  le  coefficient 
de  sédimentation  en  unité  Svedberg  (S). 


facadm16@gmail.com 


Participez  à "Q&R  rapide"  pour  mieux  préparer  vos  examens 


2017/2018 


Sur:  www.la-faculte.net 


Espace  E-learning  pour  apprentissage  gratuit  online 


Pour  utilisation  Non-lucrative 


Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD). 

La  centrifugeuse  et  centrifugation 

La  centrifugeuse  est  constituée  d'un  axe  portant  un  rotor 
spécial . Le  rotor  porte  des  emplacements  qui  peuvent  recevoir 


des  tubes  contenants  les 


prep 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des  composants 
cellulaires  (UCD,  UGD  ) 
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Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD  ) 


La  centrifugeuse 


Rotor  à bras  mobile 

swinging-arm  rote 


force  centrifuge 


armored  chamber 


sedimenting  matériel 


füi 


if# 


réfrigération 

motor 
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Objectif  1 : Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD  ) 


2-1  - La  centrifugation  différentielle 

Les  constituants  de  l'homogénat  se  déposent  selon  leur  densité  a 
des  vitesses  de  centrifugation  différeptef  / 


J 

LOWSPEED 

l'V 

r i l i 

»•.  T* 
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I • • I 
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•ÿ. 
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iVtiUi 


VERY  HIGH  SPEED 
CENTRIFUGATION 
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homogénat 

cellulaire 


culot  1 


culot  2 


:ulot 


culot  4 


facadm16@gmail.com 


Participez  à "Q&R  rapide"  pour  mieux  préparer  vos  examens 


2017/2018 


Sur:  www.la-faculte.net 


Pour  utilisation  Non-lucrative 


Espace  E-learning  pour  apprentissage  gratuit  online 

Objectif  1 :Citer  les  procédés  d'isolement  des  composants 
cellulaires  (UCD,  UGD  ) 

2-  2 - La  centrifugation  sur  gradient  de  densité  de  saccharose  ou 
UGD 

La  centrifugation  ( étape  4)  entraine  le  déplacement  des 
composants  du  culot  ( récupéré  à l'UCD  ) à travers  le  gradient  de 
densité  de  saccharose  et  s'arrêtent  en  une  bandera  leur  densité 
(étape  5)  . 


Technique 
d'UGD 


Purification  de 

chaque  culot 

\ 
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Objectif  1 : Citer  les  procédés  d'isolement  des 
composants  cellulaires  (UCD,  UGD  ) 


> 


2-  2 - La  centrifugation  sur  gradient  de  densité 


de  saccharose 


ou  UGD 


V» 


Culot  ->• 
d'UCD 


1 


• A9 

• • - • ' 


If» 
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Récupération  des 
bandes 
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Objectif  2 : Lister  les  structures  obtenues  dans  chaque  culot  après 
application  d'une  ultra-  centrifugation  différentielle  (UCD). 


Fèltor 

homogonato 
to  remove 
clumps  of 
unbroken 
cells. 

connective 
tissue.  etc. 


Centrifuge 


I — ( 

Filtered  •—  Nuclei 
homogonato 


Pour  oui 

100.000  (J 

60  m*n 

î 


Mitochondrie, 


Pour  oui: 

300.000  a 

2 h 


Pour  oui 


cytosquelette  lysosomes, 

peroxisomes 
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Objectif  3 :Lister  les  structures  recueillies  à partir  de 
chaque  culot  après  application  d'une  ultra  centrifugation 
sur  gradient  de  densité  (UGD). 


Structures  recueillies  par  UGD  du  2 eme  culot 


densité 
croissante  de 
saccharose 
(g/  cm3) 


} fraction  d’organites  ou 
culot  2 

Lysosomes 
(1.12  g/cm3)\ 

Mitochondrie  

(1.18  g/cm3) 


Avant 

centrifugation 


Peroxisomes 
( 1 .23  g/cm3) 


Apres 
centrifugation 
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Contenu  de  chaque  culot  après  UGD 


Culot  1 = noyaux  + éléments  du  cytosq 


Culot  2 = mitochondries  + lysos 


x?*: 


ueleife' 


c# 


Culot  3 = grands  polys< 
+ microsomes  lissi 

Culot  4 


>vr 


eroxysomes 


mes  rugueux  ( REG) 


gi , MP  ) 


cuiot  4 = petits  polysomes  + sous  unités  ribosomales 
+ macromolécules  (glycogène  triglycéride. .)+  virus 
(si  ia  cellule  fractionné  est  infectée  ) 


(si  la  cellule  fraction! 

Le  surnageant  4 correspond  à la  solution  aqueuse  du 
hyaloplasme 
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Objectif  4 indiquer  les  techniques  de  contraste  et  d'analyse 
applicables  sur  les  structures  isolées  (contraste  négatif, 
chromatographie  et  électrophorèse) . 


pour 


1 - La  Technique  de  coloration  négative^  diapos  7 -8  -9 
l'étude  morphologique  (contraste  négatif  ) des  structures  isolées 
(ribosomes , macromolécules,  éléments  du  eÿtosquelette, 
chromatine , complexe  Hp^nrec  \ 


2 - La  chromatographie  et  l'électrophorèse  : pour  l'analyse 
biochimique  des  structures  isolées  par  centrifugation  . 
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